Nr rejestracyjny: 2022/47/B/NZ2/01835; Kierownik projektu: dr Anna Ihnatowicz

Celem naszych badan jest lepsze zrozumienie podstaw genetycznych i mechanizmow molekularnych lezacych
u podtoza odpowiedzi ro$lin na potgczone ze sobg stresy srodowiskowe: infekcje bakteryjng i niedobor zelaza
(Fe). Fe jest niezbednym mikroelementem dla kazdego zywego organizmu. Odgrywa istotng rol¢ w procesach
metabolicznych, takich jak synteza DNA, oddychanie, fotosynteza i jest kofaktorem wielu enzymow. Fe
odgrywa réwniez wazng role w odpowiedzi organizmdéw zywych na stres biotyczny wywolany infekcjami
bakteryjnymi i wirusowymi - patogeny konkurujg z gospodarzami o Fe. Zwigzek migedzy odpornoscig na
patogeny a dostgpno$cia Fe jest rowniez dobrze udokumentowany u roslin. Mechanizmy kontrolujace
utrzymanie homeostazy Fe u ro$lin, patogenow i drobnoustrojow niepatogennych odgrywaja kluczowa role w
interakcjach pomiedzy rosling a bakteria. Niedobor Fe, ktory ogranicza wzrost roslin i wielko$¢ plonow,
szczegblnie w glebach alkalicznych, jest rowniez szeroko rozpowszechnionym problemem w rolnictwie.
Nalezy zaznaczy¢, ze az jedna trzecia powierzchni uzytkow rolnych na swiecie to gleby wapienne, w ktorych
wysokie pH powoduje wytracanie si¢ Fe w postaci wodorotlenkéw mato przyswajalnych dla roslin. W efekcie
powoduje to powazne zaburzenie ich fizjologii wywotanych niedoborem Fe.

Zarbéwno rosliny, jak i bakterie wyksztalcity rozne efektywne strategie pobierania Fe z gleby, ktore sg oparte
na procesach zakwaszania, chelatowania oraz redukcji. Jednym z proceséw determinujacych interakcje roslin
z gleba, jest produkcja wysickow korzeniowych. Korzenie ro§lin wydzielajg do ryzosfery bioaktywne
czasteczki, zwane wysiekiem korzeniowym, ktére moga modyfikowac¢ mikrobiom gleby. Zwiazki te naleza do
roznych klas chemicznych, m.in. kumaryn. Kumaryny to grupa metabolitow wtdrnych wytwarzana przez
rosliny w odpowiedzi na bodzce srodowiskowe. Kumaryny wydzielane do ryzosfery przez korzenie biora
udziat w wielu procesach determinujacych interakcje roslin ze Srodowiskiem glebowym. Ostatnio, kilka grup
naukowych, w tym nasza, wykazato iz wydzielanie kumaryn jest niezb¢dne do pozyskiwania Fe w warunkach
jego niedoboru przez rosling modelowa - Arabidopsis thaliana. Co istotne, odkryto réwniez wazng rolg jaka
petnig kumaryny w odpornosci roslin na infekcje. Wykazano, ze sg one wydzielane do gleby, gdzie
przeksztalcajg mikrobiom korzeniowy w roslinach pozbawionych Fe i prawdopodobnie chronig takie rosliny
przed chorobotwoérczymi grzybami. Jednak doktadne mechanizmy lezace u podstaw powyzszych procesow
nie zostaty dotychczas poznane.

Dostepne dane literaturowe wskazujg na istotny zwigzek pomiedzy utrzymaniem homeostazy Fe, biosyntezg i
akumulacja kumaryn a odpornoscig roslin. Aby lepiej poznaé i scharakteryzowaé istotno$é¢ tych korelacji i
proceséw, wykorzystamy w badaniach zmienno$¢ genetyczng pomigdzy naturalnymi populacjami
(ekotypami) Arabidopsis i zbadamy ich zréznicowang odpornos¢ na infekcje roslinnymi patogenami z rodzaju
Dickeya spp. Bakterie nalezace do tego rodzaju powoduja mokra zgnilizng niszczacg uprawy ziemniaka i wiele
innych ekonomicznie istotnych upraw. W projekcie zaplanowali§my wykorzystanie modelowego uktadu
Dickeya spp./Arabidopsis, ktory bedzie wykorzystany przez nas w celu zbadania jaki wptyw na przebieg
infekcji bakteryjnej ma dostgpnos$¢ Fe oraz akumulacja kumaryn w korzeniach i wysigkach korzeniowych.
W tym celu bedziemy prowadzi¢ duze hodowle, kazda sktadajaca si¢ z okoto 100 tych samych ekotypoéw
Arabidopsis wybranych z kolekcji HapMap, w kulturach hydroponicznych w warunkach réznych stresow
srodowiskowych. Pierwsza hodowle stanowi¢ beda rosliny hodowane w warunkach niedoboru Fe, (2) kolejna
ro$liny hodowane w warunkach niedoboru Fe oraz inokulowane wybranym szczepem bakteryjnym z rodzaju
Dickeya spp., (3) nastepng za$§ grupe stanowi¢ beda rosliny poddane infekcji tym samym szczepem
bakteryjnym ale w warunkach optymalnego poziomu Fe. Kultury hydroponiczne pozwalaja na $cista kontrole
sktadu mikro- i makroelementéw pozywki hodowlanej, w tym brak Fe. W trakcie analiz, pobierzemy probki
materiatu roslinnego, w ktérych oznaczymy poziom Fe i kumaryn przy uzyciu wysokoprzepustowych metod
jonomicznych i metabolomicznych (ang. ionomics and metabolomics). Nastepnie przeprowadzimy badania
asocjacyjne na skalg catego genomu (ang. GWAS), ktore pozwolg na zidentyfikowanie zwigzkow miedzy
polimorfizmami pojedynczego nukleotydu (SNP) a réznorodnoscig badanych cech fenotypowych. Badania
GWAS zostaty po raz pierwszy wykorzystane w genetyce cztowieka juz ponad dziesie¢ lat temu. Obecnie jest
to rutynowo stosowana metoda w celu identyfikacji czynnikow lezacych u podtoza zmiennos$ci genetycznej
wielu cech, w tym waznych cech agronomicznych i uzytkowych roslin.

Przeprowadzimy réwniez szczegdtowe analizy funkcjonalne genéw kandydujacych wytypowanych jako
potencjalnie odpowiedzialne za zr6znicowang wrazliwosci ro$lin na infekcje Dickeya spp., oraz zréznicowana
akumulacja kumaryn i zelaza. Badania te pozwolg nam na identyfikacj¢ nieopisanych dotychczas elementow
szlaku syntezy kumaryn zwigzanych z ,,walkg o Zelazo”. Bioragc pod uwage fakt, ze niedobory Fe w diecie sg
powaznym globalnym problemem zdrowia publicznego, dotykajacym aktualnie nawet dwa miliardy ludzi na
calym $wiecie, proponowane przez nas badania stajg si¢ niezwykle cenne nie tylko z punktu widzenia
poznawczego, ale potencjalnie réwniez aplikacyjnego.



